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* Abstract ; 

DE1993687S A NOVELTY - Assay for detecting microorganisms in a sample, comprising fixing the microorganisms, incubating the microorganisms 
with detectable nucleic acid probe molecules, removing unhybridized probe molecules* releasing hybridized probe molecules, and detecting and 
optionally quantitating the released probe molecules. 

DETAILED DESCRIPTION • An INDEPENDENT CLAIM is also included for a kit for performing the assay, comprising at least one hybridization 
buffer and at least one nucleic acid probe for specifically detecting a microorganism and at least one nucleic acid probe for performing a negative 
control 

USE - The assay is useful for detecting and optionally quantitating yeasts, bacteria, algae or fungi, especially Salmonella bacteria, in environmental 
samples (especially water, soil and air), foodstuffs (especially milk, dairy products, drinking water, beverages, bakery products and meat), wastewater 
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ADVANTAGE - The assay can be performed using inexpensive equipment, e.g. a fluorimeter rather than an epifluorescence microscope. (Dwg.0/2) 
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TECHNOLOGY FOCUS 

BIOLOGY • Preferred Assay: The probes are complementary to chromosomal or episomai DNA. mRNA or rRNA sequences of the target 
microorganism and are labeled with a fluorescent or chemiluminescent molecule, a radionuclide, an enzyme, a hapten or a nucleic acid 
molecule detectable by hybridization. The release of the probes comprises incubation in O.OI M Tris buffer (pH 7-1 1) at 80 degrees C. 
Preferred KU: The kit includes the Salmonella probe S'-TCCACTCACTTCAGCTCC r and the non-salmonella probe 5'- 
CCTAA CTACTTCTGGAGC'S'. 
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(54) rale: METHOD FOR DETECTING MICROORGANISMS IN A SAMPLE 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEISEN VON MIKROORGANISMEN IN EINER PROBE 



(57) Abstract 



. The invention relates to a method for detecting microorganisms in a sample by means of a nucleic acid probe. Conventional detection 
methods are. for example, the in-situ hybridization of microorganisms with fluorescence-labeled oligonucleotide probes (fluorescent in-situ 
hybridization). A disadvantage of said method is that an epifluorescence microscope is required for evaluating the results. According to the 
invention, the disadvantages of the in-situ hybridization method are overcome by hybridizing the microorganisms to be detected in a sample 
with a specific nucleic acid probe, removing non-hybridized nucleic acid probe molecules, separating and then detecting and optionally 
quantifying the hybridized nucleic acid probe molecules. 

(57) Zusammenfassung 

Die voriicgcnde Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe mittels einer Nuk- 
leinsSuresonde. HerkSmmliche Verfahren sind z.B, die in situ-Hybridisierung von Mikroorganismen mit fluoreszenzmarkienen Oligonuk- 
leotidsonden (fluoreszierende in situ-Hybridisierung). Nachteil dieser Methode ist die Notwendigkeit, die Auswertung am Epifluo- 
reszenzmikroskop vorzunehmen. ErfindungsgemaO werden die Nachteile des in situ-Hybridisiervngsverfahrens Qberwunden. indem die 
nachzuweisenden Mikroorganismen in einer Probe mit einer speziflschen Nukleinsauresonde hybridisiert werden, nicht hybridisierte Nuk- 
leinsauresondenmolektile entfemt werden und die hybrid is ierten Nukleinsauresondenmolekille abgel6st und anschlieGend detektien und 
gegebenenfalls quantiflziert werden. 
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Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe 

Die Identifizierung von Mikroorganismen konnte viele Jahrzehnte nur nach 
5 vorhergehender Kultivierung der Mikroorganismen und damit einhergehender 
Amplifizierung erfolgen. Diese Kultivierung erfolgt z.B. fiir Viren auf ihrem 
jeweiligen Wirtsorganismus, fur Bakierien, Pilze und einzellige Algen in 
Nahrmedien. Fiir die Erfassung der Anzahl lebensfahiger Mikroorganismen in einer 
bestimmien Probe v^rden Medien bzw. Bedingungen gewahlt, welche eine selektive 

10 Erfassung bestimmter Gruppen weilgehend ausschliefien sollten. So wurden z.B. von 
bakteriellen Einzelkolonien Reinkulturen angelegt und diese aufgrund phSno- 
typischer Merkmale, z.B. ihrer Morphologie und Stoffwechselwege, identifiziert. Die 
Identifizierung von Mikroorganismen nach vorheriger Kultivierung ist jedoch mit 
zwei entscheidenden Nachteilen verbunden. Erstens belegen Untersuchungen an den 

15 verschiedensten Umweltproben, daB nur 0,1 bis 14 % aller Bakterien z.Z. 

kultivierbar sind. Zweitens konnte bewiesen werden, daB bei der Kultivierung starke 
Populationsverschiebungen auftreten konnen, d.h. bestimmte Bakteriengruppen im 
Labor bevorzugt bzw. andere diskriminiert werden. 

20 Dies bedeutet nicht nur, daB ein GroBteil der Bakterien in Umweltproben nicht 
erkannt werden kann, sondem auch, daB diejenigen Bakterien, welche identifiziert 
werden, meist ein verzerrtes Abbild der wahren Populationsstrukturen darstellen. 
Fehleinschatzungen der PopulationsverhSltnisse in bezug auf Identifizierung und 
Quantifizierung der Bakterien sind die Folge. 

25 

Anfang der neunziger Jahre wurde ein Verfahren zur in situ-Hybridisierung mit 
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden entwickelt, das in vielen 
Umweltproben erfolgreich zum Einsatz kam (Amann et al. (1990) J. Bacteriol. 
172:762). Dieses "FISH" genannte (fluoreszierende in situ-Hybridisierung) 
30 Verfahren beruht auf der Tatsache, daB die in jeder Zelle vorhandenen ribosomalen 
RNAs (rRNAs) hochkonservierte, d.h. wenig spezifische, und weniger konservierie, 
d.h. gattungs- und artspezifische Sequenzen umfaBt. Schon Mitte der achtziger Jahre 
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^ri. ge^eig,, ddi die Sequenzen der I6S- und 23S.rRNA zur Identfmerung von 
MUcroorgarismen genum werden konnen (Woese (1987) Microbiol. Revews 
5.-221; De Ung e. al. (1989) Science 243:1360). Bei dem FISH-Verfah™, w«den 
flnoreszenzmarkiene Gensonden. deren Sequenzen zu einer b*s,in>m.en Region a»f 

5 der ribosomalen Zielsequenz komplemen* sind. in die Zelle gesehlemt. D,e 
Sondenmolekale sind in der Regel 16 bis 20 Basen lange, einzelstringrge 
Desoxyribonukleinsiurestflcke und sind einem Zielbereich komplemen*. der to 
cine besrimmte Bak-erienar, oder eine bakrerielle Ganung spezifisch ist Frnde. d,e 
fluoreszenzmarkiene Oensonde in einer Bak.eri.nzclle ihre Zielsequenz. so b,nde. 

10 sie daran und die Zellen k6nnen aufgrund ihrer Fluoreszenz im 
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. 

Es konnte gezeigt werden. daB durch die in situ-Hybridisierung mit 
nuoreszenzmarkierten Sonden bis zu 90% einer Bakteriengesamtpopulauon 
de,ektiertwerdenk6nnen.DasVerfahrenstell.daherberei.seinewesen.hche 

Verbesserung gegeniiber den, SUurf der Technik dar. der die Detektion von maxnnal 
,40/. der Bakterienpopulation einer Umweltprobe miiglich maohte. Darite tanaus 
erlaubt es das Verfahren der in situ-Hybridisicrung mit fluoreszenzmarkierten 
Sonden. den aktiven Anteil einer Population zu bestimmen, indem das Verhatms 
20 einer gegen alle Bakterien g«ich.eten Sonde und dem Trockengewicht besttnun. 
wird SchlieBlich erlaubt das Verfahren. Bakterien direkt am Ort ihres Wtrkens 
sichtbar zu machen, wodurch Wechselwirkungen zwischen verschtedenen 
Bakterienpopulation erkamit und analysiert werden kBnnen. 



15 



25 



tanerhalb der letzten Jahre wurde die Technik der in situ-Hybridisiaung m.t 
fluoreszenzmarkienen Sonden fto die verschiedensten Umweltp^ben ausget«e. 
und erfolgreich angewandt. So konnten duroh den Einsatz von Gensonden im Bode^. 
in Protozoa, in Biofilmen. in der Luft. in Seen, in biologisch aktivienen Filtem und 
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im Abwasser von Klaranlagen die jeweiligen Bakterienpopulationen untersucht und 
neuarlige Bakterien identifiziert werden, Der Schwerpunkt lag hierbei in der Analyse 
der Bakterienpopulationen bei der Abwasserreinigung. Tropfkorper-, 
Raumfiltrations- und Belebtschlammanlagen wurden ebenso untersucht wie die 
5 Nachklarbecken und entsprechenden Vorfluter (Snaidr et al. ( 1 997) Appl. Environ. 
Microbiol. 63:2884). Durch die in situ-Hybridisierungstechnik konnte gezeigt 
werden, dafl es bei der Erfassung der Belebtschlammflora durch Kultivierung zu 
einem Kultivierungsshift kommt (Wagner et al. (1993) Appl. Environ, Microbiol. 
59:1520). Kuhivierungsabhangige Verfahren liefem daher nur einen sehr 

1 P verfalschten Einblick in die Zusammensetzung und Dynamik der mikrobiellen 
BiozSnose, Durch diese Medium-abhangige Verzerrung der realen VerhSltnisse 
innerhalb der Bakterienpopulation werden Bakterien, die im Belebtschlanun eine 
untergeordnete Rolle spielen, aber den eingesetzten Kultivierungsbedingungen gut 
angepaBt sind, in ihrer Bedeutung dramatisch uberschatzt. So konnte gezeigt werden, 

1 5 dafl aufgrund eines solchen Kulti vierungsartefakts die Bakteriengattung 

Acinetobacter beziiglich ihrer Rolle als biologischer Phosphatentfemer in der 
Abwasserreinigung vollig falsch eingeschatzt wurde. 

Obwohl die in situ-Hybridisierung mit den neu entwickelten fluoreszenzmarkierten 
20 Gensonden eine rasche und genaue Analyse von Bakterienpopulationen im Abwasser 
mSglich macht, konnte sie sich in der Praxis noch nicht durchsetzen. Griinde hierfiir 
sind der hohe Anschaffungspreis fiir die benotigten technischen Gerate wie 
Fluoreszenzmikroskope, der Bedarf an qualifizierten Kraften, welche fiir die 
Durchfiihrung und Auswertung zur Verfiigung stehen miissen, sowie die daraus 
25 resultierende geringe Anzahl moglicher Referenzmessungen. Weiterhin ist ein hoher 
Zeitaufwand ftir das Auszahlen der detektierten Bakterienpopulationen 
(Quantifizierung) notwendig. Oberdies erfordert das AuszShlen hohe 
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Erfahrungswene, da zwischen echten (Sondenbindung hat tatsachlich stattgefiinden) 
und falschen Signalen (Autofluoreszenz, keine Zellen) unterschieden werden mufi. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur Verfiigung zu 
5 stellen, mit dem Mikroorganismen mSglichst ohne vorherige Kultivierung 
nachgewiesen und gegebenenfalls quantifiziert werden konnen. 

Eine weitere wesentliche Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren 
zum Nachweis von Mikroorganismen bereitzustellen, das unter Bedingungen 
10 durchgefiihrt wird, die gewahrleisten, daB die Messergebnisse bei der Detektion und, 
falls erwunscht, bei der Quantifizierung nicht nachteilig beeinfluBt werden. 

Femer ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zum Nachweis 
von Mikroorganismen bereitzustellen, das umweltfreundlicher, schneller 
1 5 durchfuhrbar und leichter handhabbar ist als die im Stand der Technik beschriebenen 
Verfahren. 

ErfmdungsgemaB werden diese Aufgaben durch ein Verfahren zum Nachweis von 
Mikroorganismen in einer Probe mittels einer NukleinsSuresonde gelost, wobei das 
20 Verfahren die folgenden Schritte umfafit: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 

25 NukleinsSuresondenmolekulen, urn eine Hybridisierung herbeizufuhren; 

c) Entfemen nicht hybridisierter NukleinsauresondenmolekOle; 
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d) Abldsen der hybridisienen Nukleinsauresondenmolekule und 

e) Detektieren und gegebenenfalls Quantifizieren der abgelosten 
Nukleinsauresondenmolekule. 

5 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soil unter "Fixieren" von Mikroorganismen 
eine Behandlung verstanden werden, mil der die den jeweiligen Mikroorganismus 
umgebenden Hullen so durchlassig gemachl werden soUen, dafi die 
Nukleinsauresonde mit der gegebenenfalls kovalent verbundenen Markierung durch 

10 die Hulle penetrieren kann, um so die Zielsequenzen im Zellinneren erreichen zu 
konnen. Bei der Hulle kann es sich 2.B. um die ein Virus umgebende Lipidhiille, um 
die Zellwand eines Bakteriums oder die Zellmembran eines einzelligen Mikro- 
organismus handeln. Zur Fixierung wird iiblicherweise eine geringprozentige 
Paraformaldehydlosung verwendet. Sollle mit einer Paraformaldehydlosung im 

1 5 Einzelfall die einen Mikroorganismus umgebende Schutzhulle nicht penetrierbar 
gemacht werden konnen, so sind dem Fachmann ausreichend weitere MaBnahmen 
bekannt, die zu demselben Ergebnis fiihren. Dazu zahlen beispielsweise Ethanol, 
Methanol, Mischungen dieser Alkohole mit Paraformaldehyde enzymatische 
Behandlungen, Ultraschallbehandlung etc. 

20 

Bei einer Nukleinsauresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- 
Oder RNA-Sonde handeln, die in der Kegel zwischen 12 und 1000 Nukleotide 
umfassen wird, bevorzugt zwischen 12 und 100 oder 15 und 50, besonders bevorzugt 
zwischen 1 7 und 25 Nukleotide. Die Nukleinsauresonde ist so ausgewahlt, dafi es 
25 eine zu ihr komplementare Sequenz im nachzuweisenden Mikroorganismus bzw. in 
der Gruppe nachzuweisender Mikroorganismen gibt. Komplemenlaritat muB bei 
einer Sonde von nur ca. 1 5 Nukleotiden iiber 1 00 % der Sequenz gegeben sein, bei 
Oligonukleotiden mit mehr als 15 Nukleotiden sind ein bis mehrere 
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Fehlpaarungss-ellen erlaub.. B mufijedoch gewWei^e, seH dafldasNukle™- 
sjuresondenmoiekffl mi. modemen und/oder smngenten 
Hybridisim»gsb«ii„gunge„ ,a.sach.ich mi. de, Zidsequenz hybnd,«=«. Mod««e 
Bedi„gung=n im Sim,e der Erfmdung sind Z.B. 0 % Formamid in cnem 
5 „ybHdisie™„gspuirerwieerinBeispie,mschHebe„is..S.ri„ge„.eBed.„gu^^^^ 

i. Sim.e der Erfmdung sind beispieUweise 20 - 80 »/. Fonnamid m don m Punk. 5.2 
von Beispiel 1 beschriebenen Puffer. 

Die Dauer der Hybridisierung be«g. Ob.icherweise zwischen 10 Minmen und 12 
10 S.unden-b.vo™g.erfoig. die Hybridisierung fflre.wa 2 Sumden.D.e 

r«sierungs.eIpera.urbe..g.bev„r.g..wiscben.Xund«.C^ 
Jvorzug.46»C.v«,b.iderParame.erderHybridisierungs.empera,ur.w,e.ucl.d.e 

Konzenrrario, an Salzen und De,ergen.ien in der Hybridisierungs,6su„g m 
Abhangigkei. vc„ der Sonden bzw. den Sor^en. insbesondere deren Lange(n und 
,5 demGradderKomplemen«rimmi.derTarge.se,ue„zindernaehzu»«.senden 

Leop.imier.werdenkann.DerFaebmannis.mi.hierei„sch,.gigenBerech„ungen 

vertraut. 

toRahmendeserf.ndungsgemaienVerfahrensha,eine.ypische 
,0 Hybridisierungs,»sungeineSa,zkon.en»ionvonO,lMbis,.M«vo„ 
0 , M v«,bei es sich be, dem Salz vcrzugsweise um Namumchlond handch. We,.er 
umfaB. der Hybridisiemrgspuffer ObUcher«eise ein De,ergens. we zS 
Ka— cy.su,ra.,SDS,inei„erKo„.enua.ionvon0.001.4.Ab.o.xu^^ 

einer Konzen.a.io„ von 0,01%. und TrismC. in einen, Konzen«.o.^.ch von 
0.00.^1 M.vor.ugsweiscineinerKo„.en.ra.ionvonO,02M.DerpH-Wenvo. 

TrismCl be«g, Oblicherweise zwischen 6 und 10. wobei ein pH von c 8,0 
bevorzug. is.. Wie oben erv*.U kann die HybridisierungslSsung des we,«re„ 
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zwischen 0% und 80% Formamid enlhalten, je nachdem welcher Grad von Stringenz 
erwunscht ist bzw. benotigt wird. 

Die NukleinsSuresonde sollte im Hybridisierungspuffer wenn moglich in einer 
5 Menge von 1 5 ng bis 1 000 ng anwesend sein, wobei diese Menge vorzugsweise in 
80 \i\ Hybridisierungsldsung enthalten ist. Besonders bevorzugt betrSgt die 
Sondenkonzentration 125 ng/80 ^l Hybridisierungsl6sung. 

Nach erfolgter Hybridisierung sollten die nicht hybridisierten und iiberschussigen 
1 0 Sondenmolekule entfemt werden, was ublicherweise mittels einer herkSmmlichen 
Waschlosung bzw. Waschpuffers erfolgt. Dieser Waschpuffer enthSlt 
gewOhnlicherweise 0,001-0,1% eines Detergens wie SDS, wobei eine Konzentration 
von 0,01% bevorzugt wird. und Tris/HCl in einer Konzentration von 0,001-0,1 M, 
bevorzugt 0,02 M, wobei der pH-Wert von Tris/HCl im Bereich von 6,0 bis 10,0, 
1 5 vorzugsweise bei 8,0, liegt. Weiter enthSlt der Waschpuffer ublicherweise NaCl, 
wobei die Konzentration je nach benotigter Stringenz zwischen 0,003 M und 0,9 M, 
bevorzugt zwischen 0,01 M und 0,9 M, betragt. Zusatzlich kann die Waschlfisung 
EDTA enthalten, wobei die Konzentration vorzugsweise 0,005 M betrSgt. 

20 Das „Abwaschen" der nicht gebundene Sondenmolekule erfolgt ublicherweise bei 
einer Temperatur im Bereich von 44°C bis 52°C, bevorzugt zwischen 46°C und SO^C 
und besonders bevorzugt bei 48''C fur eine Dauer von 10-40 Minuten, vorzugsweise 
fur 20 Minuten. 

25 Nach erfolgter in situ-Hybridisierung und anschlieBender Entfemung der nicht- 
hybridisierten NukleinsauresondenmolekOle mittels des oben beschriebenen 
Waschschrittes erfolgt die Abtrennung der hybridisierten Sondenmolekule fiir die 
Detektion und, falls erwunscht, Quantifizierung der hybridisierten Sondenmolekiile. 



wo 00/68421 



I 

PCT/EPOO/03989 



-8- 



Fiir diesen Extraktionsschritt sind solche Extraktionsmittel geeignet, die bei einer 
geeigneten Temperatur eine Denaturierung der Sonde von der Targetsequenz 
gewahrleisten, ohne die Sondenmolekiile in nennenswertem Ausmafi zu beschadigen. 
Letzteres ist insbesondere deswegen wiinschenswert, urn die Messergebnisse bei der 
5 nachfolgelnden Detektion und Quantifizierung nicht nachteilig zu beeinflussen. 
Bevorzugt wird hierfUr als AbI6sel5sung bzw. AblSsepuffer Wasser, also 
H20dest./bidest., odcT schwach gepuffertes Wasser, also bspw. Tris/HCl, im 
Konzentrationsbereich von 0,001 M bis 1,0 M, besonders bevorzugt in einer 
Konzentration von 0,01 M, verwendet, wobei der pH von Tris/HCl zwischen 7,0 und 
10 1 1 ,0, vorzugsweise 9,0, betragt. Weiter sind im Rahmen dieser Erfindung auch 
DMSO (Dimethylsulfoxid) und 1 x SSC, pH 10,0 (+/- 2,0) als Extraktionsmittel 
geeignet, wobei 1 x SSC geeigneterweise durch VerdQnnung einer 20 x SSC-Stamm- 
losung (1 75,2 g NaCl, 88,2 g Natriumcitrat, auffiillen mit Wasser auf 1 Liter) 
zubereitet wird. 

15 

Die Ablosung der Sondenmolekule erfolgt iiblicherweise fur eine Dauer von 5 bis 30 
Minuten, bevorzugt fur 15 Minuten. Dabei erfolgt die Sondenextraktion in einem 
Temperaturbereich von 50.100''C, vorzugsweise bei unter 100°C, insbesondere 
bevorzugt bei etwa SO^C. In jedem Fall sollte versucht werden, die Extraktion bei 
20 einer Temperatur durchzufilhren, die eine effektive, aber gleichzeitig filr die 

Sondenmolekule schonende Abtrennung gewahrleistet. Da die Sonden durch die 
Extraktionsbehandlung umso weniger beeintrachtigt werden, je geringer die 
Temperatur ist, wird eine Temperatur < 100°C, insbesondere < 90°C bevorzugt. 

25 In einem Vergleichsversuch wurden 4,8 x 1 0^ Bwkholderia cepacia-Z£\hn mit zwei 
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden Oeweils 2,5 fil BET42a-Cy3 bzw. 
NonEUB338-Cy3) mittels des erfindungsgemafien Fast-FISH-Verfahrens 
hybridisiert. Die Sondenextraktion erfolgte 15 Minuten bei 80°C mit 1 10 \i\ 
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Abloselosung, wobei H20b,dcst, 0,01 M Tris/HCl, pH 9,0, 1 x SSC, pH 10,0, DMSO 
und Formamid hinsichllich des MeBsignals, also der Fluoreszenzintensitat 
miieinander verglichen wurden. Wahrend sowohl mit Wasser, 0.01 M Tris/HCl, 1 x 
SSC und DMSO gute bis sehr gute Ergebnisse erzielt werden konnte, konnte unter 
5 Verwendung von Formamid kein, der Sondenextraktion mit den anderen AblSse- 
losungen vergleichbares MeBsignal erzielt werden. Vielmehr war das mit Formamid 
als Extrakiionslosung erreichbare Signal urn mindestens Faktor 10 geringer als die 
Intensitaten, die bspw. mit H20bidcst oderO,01 M Tris/HCl gemessen werden konriten. 
Bei einer Ablosetemperatur von lOO^C (also einer Temperatur des Extraktionsmittels 
10 von lOO^'C) war der Unterschied in den MeBsignalen zwischen Formamid einerseits 
und H20bidcst bzw. 0,01 M Tris/HCl andererseits noch starker ausgepragt. Diese 
Beobachtungen sind hochstwahrscheinlich auf eine noch starkere Beeintrachtigung 
der Sondenmolekule durch Formamid mit zunehmender Temperatur zuriickzufiihren. 

15 Aufgrund dieser Beobachtungen werden insbesondere H20bidesi oder 0,01 M 

Tris/HCl als Extraktionsmittel gegenuber Formamid, das im Stand der Technik in der 
Regel als Extraktionsmittel empfohlen wird, bevorzugt. Durch den Vendcht von 
Formamid im Extraktionsschritt erzielt man nicht nur eine schonendere Behandlung, 
es ergeben sich zusatzlich auch Vorteile hinsichtlich des Gefahrenspotentials, da es 

20 sich bei Formamid um eine Substanz der Giftklasse 3 handelt. Daruber hinaus ist die 
Verwendung von Formamid im Vergleich zu Wasser oder schwach gepuiTertem 
Wasser wesentlich kostenintensiver. 

Die Auswahl der jeweiligen NukleinsSuresonde erfolgt in Abhangigkeit vom nach- 
25 zuweisenden Mikroorganismus: Sollen beispielsweise nur Mikroorganismen der 
Gattung Streptococcus salivahus nachgewiesen werden, nichl jedoch 
Mikroorganismen der Gattung Streptococcus thermophilus, so wird der Fachmann 
eine geeignete Sequenz auswShlen, die in Streptococcus salivarius auftritt, in 
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S,rep,ococc.s .hermophilus dagegen nich.. Typischerweise werden diese Sequenzen 
aus der 1 6S-oder 23S-rRN A ausgewShlt. Is. dagegen er»(lnsch., alle Balaenen der 
Ganung S«p»eoccus zu erfassen, wird eine Sequenz ausgewM. ,»«den, d.e 
S,rep,ococcus salivarius und S,rep,ococc^ ,hermophU«> sowie v«i.eren Spezies der 
Ganung S,rep,ococcus gemeinsam is.. Filr solche Sequenzen sind in der L..e,«ur 
bereits viele Beispiele ver6ffenUieh,, siehe z.B. Beimfohr e. al. (1993) Sys.en, Appl. 
Microbiol. 16:450. Die NukleinsSuresonde kann dabei komplemen* zu emer 
ctoomosomalen oder episomalen DNA sein, aber auch zu einer mRJ^A oder rRNA 
desnacl^zuweisendenMikroorganismus. Dabei is. esbevor^g..Nukleinsliure«.nde„ 

zu wMen. die einem Bereich komplemenUlr sind. der in einer Kopienzahi von n«to 
als 1 in. jeweiligen nachzuweisenden Mikroorganisraus vorliegt. D.e 
nachzuweisende Sequenz Ueg. bevorzug, 500 - .00.000 mal pro Zelle vor. besonders 
bevorzug. 1000 - 50.000 mal. Dies la ein weilerer Gnmd. warum die 
Nukleinssuresonde besonders bevorzug. komplemenar zu einer rRNA is.: d,e 
,5 ribosomalen RNAs sind Bestandteile d« Ribo^men, die, da sie die Pro.einsyna,ese- 
. molekffle darsKllen, in jeder akUven Zelle vietausendfaeh vorhanden smd. 

Erfindungsgemali wird die NukleinsSuresonde mi. dem im obengenannlen Sinne 
fixienen Mikroorganisraus inJiubiert. urn so ein Eindringen der 

20 Nukleins^uresondenmolekOle in den Mikroorganisraus und die Hybridisien»g von 
NukleinsJuresondenmolekfllen mi. den NukleinsSuren des Mikroorganismus zu 
erlauben. Daran ansehlieUend wenJen nich. hybridisierte 
NukleinsSuresondenmolekOle durch abliche Waschschrine emfemt Im Gegensau 
zum herkoraralichen FISH-Verfahren werden nunraehr jedoch rach. d,e 

25 hybridisier.en Nukleinsauresondenmolekflle in si.u, also im jeweiligen 

Mikroorganisraus. belassen. sondern von der nachzuweisenden Nukleinsilure 
wiederum abgeWs, und von zellularen Besund.eilen ge.renn.. dcektier. und 
gegeb^enfalls quantifzieru Vorausse^ng dato isu daU das erfmdungsgemSB 
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verwendete Nukleinsauresondenmolekiil nachweisbar ist. Diese Nachweisbarkeit 
kann z.B. durch kovalente Verbindung des Nukleinsauresondenmolekiils mil einem 
detektierbaren Marker sichergestellt werden. Als detektierbare Marker werden 
iiblicherweise fluoreszierende Gruppen, z.B. Cy-2, Cy-3 oder Cy-5, FITC, CT, 
5 TRITC Oder Fluos-Prime verwendel, die dem Fachmann alle wohlbekannt sind; der 
Vollstandigkeit halber sind einige Marker, ihre Eigenschaften und Bezugsquellen in 
der folgenden Tabelle 1 angegeben. 



10 



TABELLE 1 



FLUOS: 



5,(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidester 

(Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland); 

c = 7,50 X 10"* moK* V\ AbSmax bei 494 nm; Emmax bei 518 nm. 



15 



MG = 473. 



TRITC: 



Teiramethylrhodamin-5,6-isothiocyanat 

(Isomer G. Molecular Probes Inc.,Eugene, USA, Lambda, Graz, AT); 
8 == 1,07 X 10"^ mor^ ^^ AbSmax bei 537 nm; 



20 



Emmax bei 566 nm, MG = 479. 



CT: 



5,(6)-Carboxyletramelhylrhodamin-N-hydroxysuccinimidester 

(Molecular Probes Inc., Eugene, USA); 

t = 0,87 X 1 0"^ mof* r', AbSmax bei 537 nm; Emmax bei 566 nm. 



25 
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CY-3: NHS-Ester von Cy5. 1 8 

(Biological Detection Systems, Pittsburgh, USA); 
(Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA); 
s=I,5xlO*mor' r', 

AbSmax bei 532 nm; Em„^ax bei 565 nm. MG = 765,95. 

CY-5: NHS-Ester von Cy5. 1 8 

(Biological Detection Systems, Pittsburgh, USA); 
(Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA); 
E = > 2 X 10* mor' r', Absmax bei 650 nm; 
Emmax bei 667 nm. MG = 791,99, 

Bei Verwendung von fluoreszierenden Markem wird das erfindungsgemalk 
1 5 Verfahren in Anlehnung an das oben erwahnte „FISH"-Verfahren im foigenden auch 
als „Fast-FISH"- Verfahren bezeichnet. 

Altemativ werden chemolumineszierende Gruppen oder radioaktive Markierungen, 
Z.B. S, ^^P, ^^P, verwendet. Nachweisbarkeit kann aber auch gegeben sein 

20 durch Kopplung des NukleinsSuresondenmolekiils mit einem enzymatisch aktiven 
Molekill, beispielsweise alkalischer Phosphatase, saurer Phosphatase, Peroxidase, 
Meerrettichperoxidase, p-D-Galaktosidase oder Glukoseoxidase. Fiir jedes dieser 
Enzyme ist eine Reihe von Chromogenen bekannt, die anstelle des natflrlichen 
Substrats umgesetzt werden konnen, und entweder zu farbigen oder zu 

25 fluoreszierenden Produkten umgesetzt werden konnen. Beispiele ftir solche 
Chromogene sind in der nachfolgenden Tabelle 2 angegeben. 



*) f 
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Enzyme 

5 1 . Alkalische Phosphatase und 
saure Phosphatase 

10 

2. Peroxidase 

15 
20 
25 

3. Meerrettichperoxidase 



TABELLE 2 

Chromogen 

4-Methylumbelliferylphosphat (*), 
Bis(4-Methyiumbelliferylphosphat), 
(*) 3-0- Methylfluoreszein, 
Flavon-3-Diphosphattriamnioniuin- 
salz(*), 

p-Nitrophenylphosphatdinatriumsalz 

Tyraminhydrochlorid (*), 

3-(p-Hydroxyphenyl)- 

Propionsaure (*), 

p-Hydroxyphenethylalkohol (*), 

2,2'-Azino-d!-3- 

ethylbenzthiazolinsulfonsSure 

(ARTS), 

ortho-Phenylendiamindihydrochlorid, 
o-Dianisidin, 5-Aminosalicylsaure, 
p-Ucresol (*), 
3,3-Dimethyloxybenzidin, 
3-Methyl-2-benzoihiazolin- 
hydrazon, 

Tetramelhylbenzidin 

H2O2 + Diammoniumbenzidin 
H2O2 + Tetramethylbenzidin 
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4. P-D-Galaktosidase o-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid, 

4-Methylumbelliferyl-P-D-galaktosid 

5 5. Glukoseoxidase ABTS, 

Glukose und Thiazolylblau 

* Fluoreszenz 



SchlieClich ist es mSglich, die Nukleinsauresondenmolekule so zu gestalten, dafl an 
ihrem 5'- oder 3'-Ende cine weitere zur Hybridisierung geeignete 
Nukleinsauresequenz vorhanden ist. Diese Nukleinsauresequenz umfaBt wiederum 
ca. 15 bis 1000, bevorzugt 15 bis 50 Nukleotide. Dieser zweite Nukleinsaurebereich 
kann wiederum von Oligonukleotidsonden erkannt werden, die durch eines der 
obenerwahnten Mittel nachweisbar sind. 



Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekule mit einem Hapten. Nach AblSsung der 
Nukleinsauresondenmolekule von der ZielnukleinsSure kSnnen die nunmehr separat 
vorliegenden Nukleinsauresondenmolekule mit das Hapten erkennenden 
nachweisbaren AntikSipem in Kontakt gebracht werden. Ein bekanntes Beispiel fiir 
ein solches Hapten ist Digoxigenin oder seine Derivate. Dem Fachmann sind iiber 
die angegebenen Beispiele hinaus viele weitere Moglichkeiten bekannt, ein zur 
Hybridisierung verwendetes Oligonukleotid zu detektieren und zu quantifizieren. 

Die Vielzahl m6glicher Markierungen eimSglicht auch den gleichzeitigen Nachweis 
von zwei oder mehr verschiedenen, sich uberlappenden oder sich nicht 
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iiberlappenden Populationen. So kann z.B. durch Verwendung von 2 verschiedenen 
Fluoreszenzmarkem Streptococcus salivarius neben Streptococcus thermophilus, 
Oder Streptococcus salivarius neben der Streptococcen-Gesamtpopulation 
nachgewiesen werden. 

5 

Der mittels des erfindungsgemaflen Verfahrens nachzuweisende Mikroorganismus 
kann ein prokaryontischer oder eukaryontischer Mikroorganismus sein. In den 
meisten Fallen wird es erwunscht sein, einzellige Mikroorganismen nachzuweisen. 
Relevanie Mikroorganismen sind dabei vor allem Hefen, Bakterien, Algen oder 
10 Pilze. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung 
handell es sich bei dem Mikroorganismus um einen Angehorigen der Gattung 
Salmonella. 

15 

Das erfindimgsgemaBe Verfahren kann vielfaltig angewendet werden. So ist es z.B. 
geeignet, Umweltproben auf das Vorhandensein besiimmter Mikroorganismen zu 
imiersuchen. Diese Umweltproben konnen aus dem Wassen aus dem Boden oder aus 
der Luft entnommen sein. Fiir den Nachweis von bestimmten Bakterien in 
20 Umweltproben ist normalerweise keinerlei vorausgehende Kultivierung notwendig. 

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet fiir das erfindungsgemSBe Verfahren ist 
die Kontrolle von Lebensmittelproben. In bevorzugten Ausfiihrungsforaien werden 
die Lebensmittelproben aus Milch oder Milchprodukten (Joghurt, Quark, Kase, 
25 Butter, Buttermilch), Trinkwasser, Getranken (Safte, Limonade, Bier), Backwaren 
oder Fleischwaren entnommen. Fur den Nachweis von Mikroorganismen in 
Lebensmitteln kann u. U. eine vorherige Kultivierung erwunscht oder sogar 
vorgeschrieben sein. So ist es notwendig, z. B. fur den Nachweis von einer einzigen 
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Salmonelle in 25 ml Milch, diese eine zeitlang zu kultivieren, urn anschlieBend auch 
mit statistischer Zuverlassigkeit eine oder mehrere Salmonellen im Probenvolumen 
zu haben. 

Das erfindungsgemSfie Verfahren kann waiter zur Untersuchung medizinischer 
Proben eingesetzt werden. Dabei ist es sowohl fur die Untersuchung von 
Gewebeproben, z.B. Biopsiemateriai aus der Lunge, Tumor- oder entzundlichem 
Gewebe. aus Sekreten wie SchweiB, Speichel, Sperma und Ausflufi aus der Nase, 
Hamrohre oder Vagina sowie fur Stuhl- und Urinumersuchungen geeignet. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet fiir das vorliegende Verfahren ist die Untersuchung 
von Abwassem, z.B. Belebtschlamm, Faulschlamm oder anaerobem Schlamm. 
Daruber hinaus ist es geeignet, Biofilme in industriellen Aniagen zu analysieren, 
sowie auch sich natiirlicherweise bildende Biofilme oder bei der Abwasseireinigung 
bildende Biofilme zu untersuchen. Schliefllich ist es auch zur Untersuchung und 
Qualitatskontrolle pharmazeutischer und kosmetischer Produkte, z.B. von Salben, 
Cremes, Tinkturen, Saften etc. geeignet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt eine Moglichkeit dar. die in situ- 
Hybridisierung zur Zellidentifizierung und gegebenenfalls Quantifizierung in der 
Praxis zu etablieren. Die erforderliche Ausstattung wOrde sich z.B. bei Verwendung 
von Fluoreszenzmolekulsonden auf den Erwerb eines Fluorometers beschrSnken 
(max. ca. DM 18000,-). Im Gegensatz dazu bewegt sich ein 
Epifluoreszenzmikroskop, das zur Durchfiihrung des herkSmmlichen FISH- 
25 Verfahrens geeignet ist, und mit welchem ausreichend gute in situ- 

Hybridisierungsergebnisse erzielt werden konnen, in der Preisklasse von ca. DM 
100000,--. Hinzu kommt, dafi bei Verwendung z. B. von Cy-5 markierten Sonden, 
die Epifluoreszenzmikroskope zusatzlich mit einer hochwertigen CCD-Kamera 



15 



20 
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ausgestattet sein miissen (Preis zwischen DM 30000,- und DM 50000,--). Aus 
diesem Grund siellt das erfmdungsgemafie Verfahien eine wesentlich billigere 
Meflmethode dar, als die zeitaufwendige Quantifizierung am Epifluoreszenz- 
mikroskop. tJberdies sind die laufenden Kosten des erfindungsgemaBen Verfahrens 
5 mittels Fluorometer wesentlich geringer als die des herkommlichen Verfahrens 
mittels Epifluoreszenzmikroskopie. Dies liegt vor allem daran, daB die 
Quecksilberhochdrucklampen (DM 450,- pro Stuck) der Epifluoreszenzmikroskope 
aus Qualitats- und Sicherheitsgriinden spatestens alle 100 Betriebsstunden emeuert 
werden miissen. Das enorm zeitaufwendige Zahlen spezifisch markierter Zellen unter 

10 dem Mikroskop fiihri somit zu einem hohen LampenverschleiB. Die 

Xenonbogenlampe eines Fluorometers (DM 3000,-) hat selbst bei intensiver 
Auslastung des Cerates eine Haltbarkeit von 1 bis 3 Jahren. Einen ztisStzIichen 
Kostenfaktor stellen auch die fiir die Messung benotigten Personalkosten dar. 
Wahrend die quantitative Analyse einer Umweltprobe mittels des herkommlichen 

15 Verfahrens vor allem beim Einsatz mehrerer Sonden mehrere Tage in Anspruch 
nimmt, sollte das erfindungsgemafie Verfahren diese Aufgabe innerhalb weniger 
Stunden erledigen. Fiir die Hybridisierung und Extraklion wird ein Zeitaufwand von 
3 Stunden benStigt, die Quantifizierung im Fluorometer wird nur wenige Minuten in 
Anspruch nehmen. Die Quantifizierung konnte auch von ungeschulten Kraften 

20 vorgenommen werden, wohingegen bei dem herkommlichen Verfahren die visuelle 
Quantifizierung die Fahigkeiten eines Spezialisten erfordert. 

Damit wird erfindungsgemaB ein Verfahren bereitgestellt, das im Vergleich mit den 
herkommlichen Verfahren umweltfreundlicher sowie schneller und leichier 
25 durchzufiihren ist. 
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Obwohl die Erfmdung im wesentlichen mit Bezug auf fluoreszenzmarkierte 
Sondenmolekiile beschrieben worden ist, versteht es sich von selbst, daB die 
genannten Vorteile bei Verwendung anderer Marker ebenfalls gegeben sind. 

5 ErfindungsgemaB wird weiterhin ein Kit zur Durchahrung des Verfahrens zum 
Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe bereitgestellt. Der Inhalt eines 
solchen Kits richtet sich im wesentlichen nach der Natur des nachzuweisenden 
Mikroorganismus. Er urafaBt als wichtigsten Bestandteil eine fur den jeweils 
nachzuweisenden Mikroorganismus spezifische Nukleinsauresonde sowie eine 

1 0 weitere Nukleinsauresonde, mit der eine Negativkontrolle durchgeluhrt werden kann. 
Daruber hinaus umfaBt er einen Hybridisierungspuffer und gegebenenfalls einen 
Lysepuffer. Die Wahl des Hybridisierungspuffers hangt in erster Linie von der Lange 
der verwendeten NukleinsSuresonden ab. So miissen, wie dem Fachmann bekannt ist, 
fur die Hybridisierung einer Nukleinsauresonde von 1 5 Nukleotiden Lange weniger 

1 5 stringente Bedingung gewahlt werden als fur die Hybridisierung einer Sonde von 75 
Nukleotiden Lange. Beispiele fur Hybridisierungsbedingungen sind z. B. in Stahl & 
Amann (1991) in Stackebrandt u. Goodfellow (Hrsg.), Nucleic Acid Techniques in 
Bacterial Systematics; John Wiley & Sons Ltd., Chichester, UK, angegeben. 

20 Die Zusammensetzung des Lysepuffers ist ebenfalls vom jeweiligen 

Mikroorganismus abhSngig. So sind zur Lyse von Virushallen, Zellwanden Gram- 
positiver oder Gram-negativer Bakterien, Zellmembranen von Hefe oder Algen 
jeweils leicht unterschiedliche Bedingungen erforderlich, die ohne weiteres in der 
Literatur festgestellt werden konnen. 

25 

In einer bevorzugten Ausftihrungsform enthalt der erfindungsgemafie Kit spezifische 
Sonden zum Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella. In einer besonders 



wo 00/6842 1 PCT/EPOO/03989 

- 19- 



bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem Nukleinsauresondenmolekiil 
zum spezifischen Nachweis eines Mikxoorganismus um die Nukleinsauresequenz 

Salm63: 5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 

5 

und bei der Negativkontrolle um die Sequenz 

NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC.3* 

1 0 Oder um Nukleinsauresondenmolekule, die sich von Salm63 und/oder NonSalm 
durch eine Deletion und/oder Addition unierscheiden, wobei die FShigkeit dieser 
Sonden, mit iSfl/moweZ/fl-spezifischer Nukleinsaure zu hybridisieren, erhalten bleibt, 
Oder um Nukleinsauresondenmolekule, die mit den zuvor genannten NukleinsSuren 
hybridisieren konnen. 

15 

Die folgenden Abbildungen und die Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung 
und sollen nicht in einschrSnkender Weise ausgelegt werden. 

20 Abbildungen 

Abbildung 1 veranschaulicht, wie das erfmdungsgemafie Verfahren zur Detektion 
von Zellen eines Typs A eingesetzt werden kann, wShrend gleichzeitig die 
Anwesenheit von Zellen eines Typs B ausgeschlossen wird. Dazu werden 
25 Nukleinsauresonden, die fur die Zelltypen A und B spezifisch sind, bereitgestellt und 
mit der zu untersuchenden Probe hybridisiert. Wahrend des 

Hybridisierungsvorganges dringen die verschiedenartig markierten Sonden A und B 
in die Zellen vom Typ A und C ein. Nur die Zelle vom Typ A enthalt 
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1 yp o, aci u Kinkleinsauresonden vom 1 yp a in 

h.fmden sich nur noch gebundene Nuklemsau 



vom 

Waschschritt befinden sich nur 
den Zellen 



10 



7 Uen diezumTeilNukleinsauresonderunolekalevomTypA 
Oie Mischung von Zelen, K5nnen die 

gebunden haben, wnd emem Abloseschnn^^^ ^^^^ ^ ^^^^^^^^^^ 
nun abgelostenNukleinsauresondenmolekule vom lyp 

« n n m H-Milch inokulierten 
. J c o.KnkeinerHYbridisierungvonlOmMMuti 

Abbildung 2 zeigt das Ergebms emer ny 

• « T T2 Zellen nach I3stiindiger Inkubation bei 37 c,. 



HVL400. 



,5 A-;-™'^— ;^^,„„„^..s««up.zif.sc^ 



nonl5-Cy3 
Hintergrund 
(KontroUe 1) 



20 



AnsatzohneSalmonellen: „ den Hintergrund mit der 

Salm63-Cy3 ^^^^^'^^^^^^^^^ ....^ ,eine Salmonellen vorhanden 

Salmonellen-spezifischen Sonde, da m 



waren (KontroUe 2) 



25 
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BEISPIEL 1 

Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella in Milch 

5 

1 . AUgemeine Beschreibung: 

Das nachfolgend beschriebene Verfahren, im Rahmen dieser Erfindimg 
"SalmoQuick-Verfahren" genannt, dienl zur qualitativen Analyse von Bakterien der 
Gattung Salmonella in Lebensmitteln auf der Grundlage des erfindungsgemaBen 
10 Veriahrens. Die Identifizierung von Salmonellen erfolgt in 24 Stunden; dadurch 
ergibt sich ein erheblicher Geschwindigkeitsvorteil gegenuber konventionellen 
Methoden, die fiir eine Identifizierung je nach taxonomischer Genauigkeit zwischen 
5 and 14 Tagen benotigen. 

15 2. Grundprinzip: 

Salmonellen in Milch werden durch gegen rRNA-gerichtete fluoreszenzmarkierle 
Oligonukleotidsonden spezifisch erfafit. Nach entsprechend stringenten 
Waschschritten werden die gebundenen Sonden wieder von ihren Zielstellen in den 
Bakterien abgelost und in einem Fluoromeier quantifiziert. Durch die Hohe des 

20 erhaltenen Signals im Fluorometer kann eine Aussage dariiber getroffen werden, ob 
in der Milch Salmonellen anwesend sind oder nicht. 

3. Kurzbeschreibung: 

Die Milchprobe, die auf die Anwesenheit von Salmonellen untersucht werden soli, 
25 wird mehrere Stunden inkubiert. Auf diese Weise wird sichergestellt, dafi durch die 
Vermehrung der eventuell in der Milch vorhandenen Salmonellen erstens geniigend 
Zielstellen fur die Detektion mit Sonden vorhanden sind und zweiiens nur lebende 
Salmonellen identifiziert werden. Ein Populationsshift durch die mehrstundige 
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Inkubation ist unschadlich. da es nur urn die Gegenwart oder Abwesenheit von 
Salmonellen' nicht jedoch um den Nachweis aller Bakterien geht. Nach der Zentri- 
fugation und der Fixierung der Zellen, wahrend der die Zellen fur die Sonden 
zuganglich gemachl werden, konnen durch einen Lyseschritt die die anschlieBende 
5 Hybridisierung storenden Proteine ausreichend gut entfemt werden, Wahrend der 
anschlieBenden Hybridisierung binden unter ausreichend stringenten Bedingungen 
die fluoreszenzmarkierten Ohgonukleotidsonden spezifisch an die rRNA oder 
Bakterien der Gattung Salmonella. Der anschlieBende Waschschritt sorgt fur eine 
Entfemung der nicht gebundenen Sonden. Wahrend einer weiteren 
10 Behandlungsprozedur werden die spezifisch gebundenen Sonden aus den Zellen 
extrahiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe dieser Sonden konnen dann in einem 
Fluorometer quantifiziert werden. Die Hohe des erhaltenen Signals gibt Auskunft 
dariiber, ob Salmonellen in der Milchprobe vorhanden waren oder nicht. 

15 4. Technische Ausstattung: 

4.1 Vorbereitung der Probe 

Zur Proben vorbereitung werden benotigt; 

• ProbengefaB (Greiner, Niirtingen) 
20 • Rundschuttler 

• Greiner-Zentrifuge (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

4.2 In situ-Hybridisierung 

25 Fur die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

• Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke 

• Hybridisierungsofen 
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4.3 Quantifizierungsgerat 

• Fluorometer, Chemiluminometer oder Szintillator 
5 5. Materiaiien 

5.1 Vorbereitung der Probe 

Folgende Materiaiien wurden zur Verarbeitung der Probe einschliefilich der 
Zellfixiening verwendet: 

10 • 9 ml Saline-Rohrchen 0,9 % NaCI in HjOdest. 

• Tryptic Soy Medium (TS-Medium) 

Casein Pepton 1 5,0 g 

Soja Pepion 5,0 g 

15 NaCl 5,0 g 

HzOdest. ad 11 pH7,3 

• Lyse-Puffer: 

Na2HP04 lOOmM 

20 NaCl 150mM 

EDTA lOmM 

NaOH 40 mM 

• PBS-Stammlosung (NaxP04) 
25 200 mM NaH.POj 

200 mM Na2HP04 pH 7,2 - 7,4 

• 3 X PBS-Losung 
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390 mM NaCl 

30 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

• 1 X PBS-Losung 
5 130mMNaCI 

1 0 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

• 4% Parafomialdehydlosung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Parafonnaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem 
10 HaObidest.; tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des 
Parafomialdehyds; anschlieBend Hinzufugen von 16,6 ml 3 x PBS, Abktihlung der 
Losung auf ca. 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,2 - 7,4; 
Sterilfiltration der fertigen PFA-L6sung iiber einen 0,2nm-Filter (MILLIPORE, 
Eschbom). Die LSsung kann bei 4°C fur ca. eine Woche aufbewahrt werden; 
1 5 Einfrieren fiber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

5.2 In situ-Hybridisierung 

• Formamid (Merk, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/nl (spezifische und unspezifische Sonde) 

20 

Ablosepufifer (2 ml): 

0,01 M Tris/HCl pH 9,0 

Hybridisierungspuffer (HP, 2 ml mit x% Formamidgehalt): 
25 5 M NaCl 360 ^1 

1 M Tris/HCl pH 8,0 40 jil 

Formamid y ^1 

10%(w/v)SDS 2^1 
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ad HiObidest. 2 ml 
Waschpuffer (2 ml): 

SMNaCl 18,4 Ml 

5 IMTris/HCI pH 8,0 40 n\ 

0. 5 MEDIA pH8,0 2Q\il 
10%(w/v)SDS 2 Ml 
ad HjObidest. 2 ml 

10 Sonden: 

Salm63: 5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 
NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 
verwendeter Fluoreszenzfarbstoff: Cy3 

15 

6. Durchfuhrung 

6.1 Vorbereitung der Milch 

1 . Milchproben und TS-Medium ca. 20 min auf 37°C vorwarmen. 

20 

2. Zugabe von 25 ml vorgewanntem TS-Medium zu 25 ml vorgewamiter Milch in 
einem 50 ml fassenden Probengefafi. 

3. Inkubation bei 30" uber Nacht (13 Stunden) auf dem Rundschuttler. 

25 

4. Zenirifugation der 50 ml ProbengefaBe zur Zellemte bei 8000 Umdrehungen/min 
fUr 8 min. 
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5. Resuspension des Pelleis mil 25 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und 
Fetten der Milch von den Zellen und anschliefiende Inkubation ftlr 1 0 min bei RT 
(Raumtemperatur). 

5 6. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

7. Wiederholung der Resuspension und Inkubaiion mit Lysepuffer (siehe 5.) 

8. Zentrifugation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

10 

9. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 \i\ 1 x PBS und Oberfiihrung in ein 
Eppendorf-Reaktionsgefafl. Spiilen des 50 ml ProbengefaBes mit 600 ^1 1 x PBS. 

10. Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefafle bei 14000 Umdrehungen/min fiir 
15 6 min. 

1 1 . Verwerfen des Oberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 

12. Zentrifugation der Eppendorf-Reaktionsgefafie bei 14000 Umdrehungen/min fiir 
20 6 min. 

13. Verwerfen des Oberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 200 \il 
1 X PBS. 

25 14. Zugabe von 600 nl einer frisch hergestellten 4%igen Paraformaldehydlosung. 
15. Inkubation fiir 1 Stunde bei 4°C. 
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16. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

1 7. Verwerfen des Ubersiandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 
xPBS. 

5 

1 8. Zentrifugation bei 1 4000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

19. Verwerfen des Ubersiandes (Pellet verbleibt im Cap). 

10 

6.2 In situ-Hybridisierung 

1. Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48*C im Wasserbad oder im 
Heizblock ftir ca. 20 min. 

15 

2. Uberfiihrung der Eppendorf-Reaktionsgefafie (mit dem zuriickgebliebenen 
Zellpellet) auf den Heizblock (auf 80°C vorgeheizt) und Inkubation fur 5 min bei 

sec. 

20 3. Nach der 5 miniitigen Inkubation bei 80**C Zugabe von 80 pi des vorgewarmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktipnsgefaB. 

4. Zugabe von je 2,5 nl der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" 
zu zwei der vier Milchproben-Ansatze. 

25 

5, Zugabe von je 2,5 ^1 der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslfisung "nonSalm63- 
Cy3" zu den beiden verbleibenden Milchproben-AnsMtzen. 
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6 Heffig DurcWschen der Epp»dorf-Reak.ionsgeflB= «r .0 Sckunden und 
■kuaes(2Setaden)Ab«„mfi.giere„mi«lseinerUeine„Tisch»nmfi.ge. 

7 Inkubation der Eppendorf-Reak.ionsgefaBe fur 2 S.unden be, 46»C to 

5 ■ Hvbridisierur-gsofen «.er to Wass^bad b.w. Heizblock (Hyb„d»..nmg der 
Sonde mil der Zielsequenz unlcr stringemen Bedingungen). 



8. Vorwarmen des 



Waschpuffers aof 48°C to Wasserbad oder to Heizblock. 



,0 9. Nach lnk„ba,ion fur 2 S.unden bei 46«C Zenmfugauon der Eppe-dorf- 
ReaktionsgefSDe bei MOOO Umdtehungen/min fiir 6 mm. 

,O.V„Usa„diges Abnehmen u„d Verwerfen des Obersrandes mi. einer 200 ..-Pipene 
ohne das Pellet zu berUhren. 

" „ .Zugabe von .00 .1 vorgewan„.em Waschpuffer. heftiges ^ 

Ep endorf-Reakrionssel^Be «r 5 Seknnden und Obermhnmg ms — b^. 
48^ fiir 20 Minu,en (En-femen der nich, gebundenen Sondenmolekule unter 
Stringemen Bedingungen). 

12.Vor«annen des AblSsepuffers auf 80«C to Heizblock. 

, 3 Nach 20 minauger Inkubation l«i 48-C Zen.rift.gaUon der Eppendorf- 
ReaktionsgeKDe bei 14000 Umdrehungen/min. fttr 6 mm. 

M.Vo.ls..digesAb„ehme„undVer^e„desObers.andesmi.einer200.1.Pipene 
ohne das Pellet zu beriihren. 
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15.Zugabe von 1 10 jil vorgewarmtem Ablosepuffen heftiges Durchmischen der 
Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Dberfuhrung auf den Heizblock 
auf SC'C fiir 1 5 min (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

5 1 6.Nach 1 5 miniitiger Inkubation bei 80°C Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

IT.Vorsichlige Uberfiihrung des Uberslandes mit einer 200 jil-Pipette ohne das Pellet 
zu beruhren in neue h5 ml ReaktionsgefaBe und anschliefiend Lagerung auf Eis 
1 0 im Dunkeln bis zur Vermessung. 

1 8. Fluorometer anschahen und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung 
(^Excitation wavelength") und auf 570 nm („Eniission wavelength") zur Messung 
der Emission des Cy3-Farbsloffes einstellen. 

15 

19. High Voltage Level auf die gewoinschte Empfmdlichkeit einstellen (400 bis 800 
HVL). 

20.107 ^1 Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuvette fur die Fluorometrie fuUen. 

20 

21. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand 
auf Raumlemperatur vorwarmen. 

25 

23. Einfullen des die abgeloste Sonde enihaltenden Ablosepuffers in die 
Prazisionsglaskuvette fur die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 
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.4Ab.ese„d»Sisn.s„ach.OSeku„<.e„,<ia-hae,nOff„e„<.erAM«.u„,aes 
Lichtoals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden s<ab>l .s.. 

25 nuoreszenzwcr. de, umersuch.en Mi.chp^be = F.uo«sz=„zwen d« mi. 

'l63.Cy3" hybridisienen Milchprobe abzUglich d«n Fiuo«s»nzwer. d« ™« 
"nonSalm-CyS" hybridisienen Milcliprobe. 

war kaum nachweisbar. 
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BEISPIEL 2 

Nachweis von Bakterien der Ganung Salmonella in 25 ml Milch bzw. 25 g 
Milchpulver 

5 

Ansatz von zwei Milchproben von je 25 ml bzw. 25 g zur Hybridisierung mit den 
Sonden 

"Salm63-Cy3" (Cy3-5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3') und "nonSalm-Cy3" 
(Cy3-5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3'). 

10 

A. Zellfixierung: 
Laboraiisstattung: 

• lOOml-und 1 l-Erlenmeyerkolben 
15 • Rundschiittler 

• ProbengefaB (Greiner, Niirtingen) 

• Greiner Zentrifuge (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

20 Materialien: 

• 9 ml Saline-Rohrchen 0,9 % NaCl in HjOdest 

• gepufferies Peptonwasser (nach §35 LMBG) mit Malachitgriinzusatz 



25 



Dinatriumhydrogenphosphat (*12 H2O) 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Malachitgrun (Oxalat) 

HjOdesi 



NaCl 



Fleisch Pepton 



10,0g 
5,0 g 
9,0 g 
1,5 g 
0,lg 



ad 1 1 



pH 7,2 +/. 0,2 
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225 ml-Portionen in 1 l-Erienmeyerkolben und 30 ml-Portionen in 100 ml- 
Erlenmeyerkolben abfiillen und 15 min bei 12rC autoklavieren. 

• Lyse-Puffer: 

Na2HP04 lOOmM 

NaCl 150mM 

EDTA lOmM 

NaOH 40 mM 

Zur PFA-Zellfixierung verwendete Losungen: 

• PBS-Stammlesung (NaxP04) 

200mMNaH2PO4 

200mMNa2HPO4 pH 7,2 -7,4 

• 3xPBS-L6sung 

390 mM NaCl 

30 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 



20 • lxPBS-L6sung 

130 mM NaCl 

1 0 mM NaxP04 (PBS-Stamml()sung) pH 7,2 - 7,4 

• 4% ParaformaldehydlSsung (PFA): 
25 Herstellbar durch Zugabe von 3 g Parafonnaldehyd zu 30 ml auf 60'*C erhitztem 
H20bidest.; tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstSndigen L6sen des 
Parafoimaldehyds; anschliefiend Hinzufiigen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkflhlung der 
L6sung auf ca. 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,2 - 7,4; 



15 
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Sterilfiliration der fertigen PFA-Losung uber einen 0,2pm-Filter (MILLIPORE, 
Eschbom). Die L()sung kann bei 4°C fiir ca. eine Woche aufbewahrt werden; 
Einfrieren iiber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

5 Durchfiihrung: 

1. 225 ml gepuffertes Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz auf 37 °C ca. 1 Stunde 
vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml Milch bzw. 25 g Milchpulver zu 225ml vorgewarmtem 
1 0 gepufferien Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz und griindlich mischen. 

3. Inkubation fur 7,5 Stunden bei 37°C auf dem Rundschuttler. 

4. Sterile Enlnahme von 1 ml aus inkubienem Ansatz und Uberfuhrung in 30 ml 
1 5 gepuffertes Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz. 

5. Inkubation iiber Nacht (mind. 14 Stunden) bei 37°C auf dem Rundschuttler. 

6. Uberfuhrung der inkubienen 30 ml-Ansatze in 50 ml-Probengefafle zur Zellemte. 

20 

7. Zentrifugation der Probengefafie bei 8000 Umdrehungen/min fiir 8 min. 

8. Resuspension des Pellets mit 20 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und 
Fetten der Milch von den Zellen und anschlieUende Inkubation fiir 10 min bei RT. 

25 

9. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 
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15 



20 



25 



10. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 ^1 1 x PBS und Uberfuhrung in ein 2 
ml-ReaktionsgeM. SpOlen des 50 ml Probengefalks mit 600 jil 1 x PBS. 

1 1 . Zentrifugation der ReaktionsgeMe bei 1 4000 Umdrehungen/min fiir 6min. 

12. Verwerfen des Uberslandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 

13. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaUe bei 14000 Umdrehungen/min fiir 
6min. 

14. Verwerfen des Uberstandes und voUslandige Resuspension des Pellets in 450 ^il 
1 X PBS. 

15. Zugabe von 1350 jil einer frisch aufgetauten Paraformaldehydlosung. 

16. Inkubation fiir 1 Stunde bei 4°C. 

17. Oberfiihrung von je 800 ul in zwei 1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir die 
anschlieBende Hybridisierung mit "Salm63-Cy3" und "nonSalm-Cy3". 

18. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 

19. Abnehmen und Verwerfen des Oberstandes und vollstandige Resuspension des 
Pellets in 1 ml 1 X PBS. 

20. Zentriftjgation bei 14000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 

21. Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 
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B. Hybridisierung 

Laborausstattung: 
5 • Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

• Fluorometer (Kontron Instruments SFM 25) 

• Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke (48°C und 80 °C) 

• Hybridisierungsofen (46°C) 

10 Materialien 

• Formamid (Merck, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/jil: 25 nl "Salm63-Cy3", 25 nl "nonSalm- 
Cy3" 

15 Ablosepuffer (2 ml): 

0,01 M Tris/HCl pH 9,0 

Hybridisierungspuffer (2 ml mit 40% Formamidgehalt): 
5 M NaCl 360 ^1 

20 1 M Tris/HCl pH8,0 40^1 
Formamid 800 ^1 

10%(w/v)SDS 2 Ml 

HzObidesi ad 2 ml 

25 Waschpuffer (2ml): 

5 M NaCl 18,4^1 

1 M Tris/HCl pH 8,0 40 m1 

0,5 M EDTA pH 8,0 20 ^1 
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10%(w/v)SDS 2^1 
H20bidcst ad 2 ml 

Durchfiihrung: 

5 1 . Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im 
Heizblock fiir ca. 20 min. 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-ReaktionsgefaBe (mit dem zuriickgebliebenen 
Zellpellel) auf den Heizblock (auf 80°C vorgeheizt) und Inkubation fiir 5 min bei 

10 80 

3. Nach der Inkubation bei 80 °C fiir 5 min Zugabe von 1 60 ^1 des vorgewarmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

15 4. Zugabe von je 3,0 ^1 der frisch aufgelauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" 
zu den zwei Parallelansatzen. 

5. Zugabe von je 3,0 fil der frisch aufgelauten Sonden-Arbeitslosung "nonSalm- 
Cy3" zu den beiden verbleibenden Parallelansatzen. 

20 

6. Wirlen (Vortexen) der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 10 Sekunden und kurzes (2 
Sekunden) Abzentrifiigieren mittels einer kleinen Tischzentrifiige. 

7. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 2 Stunden bei 46 °C im 

25 Hybridisierungsofen oder im Wasserbad bzw, Heizblock (Hybridisierung der 
Sonde mil der Zielsequenz unter stringenien Bedingungen), 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48 X im Wasserbad oder im Heizblock. 
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9. Nach der Inkubation flir 2 Stunden bei 46 °C Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgelaBe bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

5 1 0. Vollstandiges Abnehmen und Venverfen des Ubersiandes mit einer 200 
Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

1 1 . Zugabe von 1 80 fil vorgewarmtem Waschpuffer, Wirlen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Dberfiihrung ins Wasserbad bei 48 °C fiir 20 

10 Minulen (Entfemen der nichl gebundenen Sondenmolekiile unier stringenten 
Bedingungen. 

12. Vorwarmen von ca. 1,4 ml Ablpsepuffer auf 80 ""C im Heizblock. 

15 13. Nach Inkubation bei 48 ''C flir 20 min Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

14. Vollstandiges Abnehmen und Venverfen des Oberstandes mit einer 200 ^1- 
Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

20 

15. Zugabe von 130 \x\ vorgewarmtem Ablosepuffer, Wirlen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fiir 5 Sekunden und Uberfiihrung auf den Heizblock auf 80 ""C 
flir 15 Minuten (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

25 1 6. Nach Inkubation bei 80°C fiir 1 5 min Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 
14000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 
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1 7.Vorsichtige Uberfuhrung des Cfbersiandes mit einer 200 nl-Pipette ohne das Pellet 
zu beruhren in neue 1,5 ml-Reaktionsgefafie und anschlieBend Lagerung auf Eis 
im Dunkeln bis zur Vermessung. 

5 1 S.Fluorometer anschalien und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung 

("Excitation wavelength") und auf 570 nm ("Emission wavelenght") zur Messung 
der Emission des CyS-Farbstoffes einstellen. 

19. High Voltage Level auf die gewiinschte Empfindlichkeit einstellen (400 bis 800 
10 HVL). 

20. 108 pi Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fiir die Fluorometrie fiillen. 

21. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

15 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand 
auf Raumtemperatur vorwarmen. 

23. Einfiillen des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die 

20 Prazisionsglaskuevette fiir die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 

24. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offnen der Abdeckung des 
Lichtkanals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

25 25. Fluoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit 

"Salm63-Cy3" hybridisienen Milchprobe abzuglich dem Fluoreszenzwert der mit 
"nonSalm-Cy3" hybridisierten Milchprobe. 
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BEISPIEL 3 

Anwendung der Fast-FISH-Technik zur relaiiven Quantifizierung von 
Bakierienpopulationen in Belebtschlamm (am Beispiel PPx3) 

5 

A. Zellfixierung: 

Laborausstattung: 

• 2 ml-Reaktionsgefafie 

10 • Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen/ Minute) 

Zur PFA-Zellfixierung venvendete Losungen: 

• PBS-Stammlosung (NaxP04) 

200 mM NaH2P04 
15 200mMNa2HPO4 pH 7,2 - 7,4 

• 3xPBS-L6sung 

390 mM NaCl 

30 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

20 

• 1 X PBS-Ulsung 

130 mM NaCl 

1 0 mM NaxP04 (PBS-Stamml6sung) pH 7,2 - 7,4 

25 • 4% Parafomaldehydlosung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem 
HzObidesi.; tropfenv^reise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstSndigen Losen des 
Parafonnaldehyds; anschliefiend HinzufUgen von 16,6 ml 3 x PBS, AbkOhlung der 
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Losung auf ca. 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,2 - 7,4; 
Sterilfiltration der fertigen PFA-Losung uber einen 0,2nm-Filter (MILLIPORE, 
Eschbom). Die L6sung kann bei 4°C fiir ca. eine Woche aufbewahrt werden; 
Einfrieren iiber mehrere Monate ist ebenfalls mSglich. 

5 

Durchfuhrung: 

1. Zugabe von drei Teilen 4 %iger Paraformaldehydlosung zu einem Teil frisch 
gezogener Belebtschlammprobe (z.B. 30 ml 4 %ige Paraformaldehydlosung zu 1 
ml Belebtschlamm). 

10 

2. Inkubation fur 3 Stunden bei 4''C. 

3. Zentrifugaiion bei 8000 Umdrehungen/ min fUr 6min. 

15 4. Verwerfen des Oberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 
PBS. 

5. Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 
20 6. Verwerfen des Oberstandes (Pellet verbleibl im Cap). 

7. Resuspension des Pellets mit 250 \x\ 1 x PBS. 

8. Zugabe von 250 ^1 -18 "C-kaliem Ethanol. 

25 

9. Griindlich wirlen und gegebenenfalls bei -18 "C lagem (fixierte 
Belebtschlammprobe). 
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B. Hybridisierung 
Laborausstattung: 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 
5 • Fluorometer 

• 1 Heizblock und 1 Wasserbad, oder 2 Heizblocke 

• Hybridisierungsofen 

Materialien: 
10 • Eppendorf 1 ,5 ml ReaktionsgefaBe 

• Formamid (Merck, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng / jil: 



25 fil "PPx3 655-Cy3": 5'- ACC CTC CTC TCC CGG TCT 
altemativ zu PPx3 655-Cy3 kann PPx3 1428-Cy3 verwendet werden 



15 


" PPx3 1428-Cy3 


5'- 


TGG CCC ACC GGC TTC GGG 


-3' 




25 Ml "Nonl5-Cy3": 


5'. 


GCT AAC TAC TTC TGG AGC 


.3' 




25 nl ,.Nonl5-Cy5": 


5'- 


OCT AAC TAC TTC TGG AGC 


-3' 




25 \il "3xEUB-Cy3": 1 


5'- 


GCT GCC TCC CGT AGG AGT 


-3' 




II 


5'- 


GCA GCC ACC CGT AGG TGT 


-3' 


20 


III 5'- 


GCT GCC ACC CGT AGG TGT 


-3' 




25 \il „3xEUB-Cy5" I 


5'- 


GCT GCC TCC CGT AGG AGT 


-3' 



II 5'- GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 

III 5'- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 



25 



Ablosepuffer (2 ml): 
0,01 M Tris/HCl pH 9,0 



wo 00/68421 



PCT/EPOO/03989 



-42- 



Hybridisierungspuffer: (2 ml mit 20% Formamidgehalt): 
5 M NaCl 360 \i\ 

1 M Tris/HCl pH8,0 40 nl 

Formamid 400 ^l 

5 10%(w/v)SDS 2\i\ 
HzObidcs. ad 2 ml 

Waschpuffer (2ml): 

5 M NaCl 86 \i\ 

10 1 M Tris/HCl pH 8,0 40 \i\ 

0. 5MEDTApH8,0 20 nl 
10%(w/v)SDS 2^1 
H20bidest ad 2 ml 

1 5 Ansatz ( genaues Vorgehen: siehe "Durchfiihrung"): 

1 . 2x defmienes Volumen fixierte Belebtschlammprobe (10 bis 100 ^1) + SxEub- 

Cy3 

2. 2x defmienes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + 3xEub-Cy5 
3. 2x defmienes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + Nonl5-Cy3 
20 4. 2x defmienes Volumen fixiene Belebtschlammprobe + Nonl 5-Cy5 

5. 2x defmienes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + 3xEub-Cy5 + PPx3 655- 
Cy3 

Durchfuhrung: 

25 1 . Vorwaimen des Hybridisiemngspuffers auf 48 X im Wasserbad oder im 
Heizblock fur ca. 20 min. 
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2. Uberfuhrung eines definiertes Volumens PFA-fixierter Belebtschlammprobe (10 
bis 1 00 \x\) in Eppendorf-Reaktionsgefafie 

3. Zenirifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min, 

5 

4. Abnehmen und Venverfen des Uberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das 
Pellet zu 

beriihren. 

10 5. Uberfuhrung der Eppendorf-Reaktionsgefafie (mit dem zuriickgebliebenen 

Zellpellet) auf den Heizblock (auf 80 °C vorgeheizt) und Inkubation fur 5 min bei 
80 °C. 

6. Nach der Inkubation bei 80 ''C fur 5 min Zugabe von 80 ^il des vorgewarmten 
1 5 Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

7. Zugabe von je 2,5 ^1 der entsprechenden frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung 
zu den Belebtschlamm-Ansatzen (siehe unter "Ansatz"). 

20 8. Wirlen der Eppendorf-Reaktionsgefafie flir 1 0 Sekunden und kurzes (2 Sekunden) 
Abzentrifugieren mittels einer kleinen Tischzentrifiige. 

9. Inkubation der Eppendorf-Reaktionsgefafie fiir 2 Stunden bei 46 ""C im 
Hybridisierungsofen oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der 
25 Sonde mit der Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 



10. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48 im Wasserbad oder im Heizblock. 
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j K.; 46 »C Zentrifugation der Eppendorf- 
H Nachderlnkubauonmr2Stundenb«46 C Zentr g 

Ke—f^ebeiHOOOU— gen/minf. 

u .A Venverfen des Oberstandes mil einer 200 v\- 
12. VoUstandiges Abnehmen und Verwerlen 
5 Pipette ohne das Pellet zuberiihren. 

•• ..m Waschpuffer, Wirlen der Eppendorf- 
r;::CIl!lue— son— .e^ 

10 Bedingungen). 

14. V0— desAbl5sepuffersauf80°C.n.Heizblock. 

• V, • 48 oC fiir 20 min Zentrifugation der Eppendorf- 

15. Nachlnkubationbei48 Cftrium 

. • .fiifte bei 14000 Umdrehungen/ mm fUr 6mm. 
15 ReaktionsgefalJe bei iHuuv 

u nnd Venverfen des Oberstandes mil einer 200 »xl- 

16. Vollstandiges Abnehmen und Verwerlen 
Pipette ohne das Pellet zuberiihren. 

. llOulvorgew^temAbiasepuffer.WirlenderEppendorf- 

ReaktionsgefaBefiirSSeKun yipkeauenz). 
f,r 1 5 Minuten (Abl5sung der Sonde von der Z^elsequenz) 

• K • Rn°C fiir 15 min Zentrifugation der Eppendorf- 
18 NachlnkubationbeiSO Ctur i^m 
,5 Rea..o„s,e«Bebei,4000U«en.n.,„«»6..n. 
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19. Vorsichtige Uberfuhrung des Ubersiandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das 
Pellet 2u beriihren in neue K5 ml-ReaktionsgefaBe und anschliefiend Lagerung auf 
Eis im Dunkeln bis zur Vermessung. 

5 20. Fluorometer anschalten. 

21. Fur die Vermessung der Cy3-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 
550 nm ("Excitation wavelength") und zur Messung der Emission auf 570 nm 
("Emission wavelenght") einstellen. 

10 

22. Fur die Vermessung der Cy5-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 
644 nm ("Excitation wavelength") und zur Messung der Emission auf 659 nm 
("Emission wavelenght") einstellen. 

15 23. Bei Ansatzen mit beiden Farbstoffen (PPx3-Cy3 und 3xEub-Cy5) wird stets 
zuerst der Cy5-Wert und danach der Cy3-Wert bestimmt (wegen 
Ausbleicheffekten). 

24. High Voltage Level auf die gewunschte Empfmdlichkeit einstelUen (400 bis 800 
20 HVL). 

25. 108 \xl Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevene fiir die Fluorometrie fiillen. 

26. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

25 

27. Eppendorf-Reaktionsgefafie kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand 
auf Raumtemperatur vorwarmen. 
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28 Einfullen des die abgel5ste Sonde enthahenden Ablosepuffers in die 
Prazisionsglaskuevette ffir die Fluorometrie und Vennessung des Signals. 

29. Ablesen des Signals nach 1 0 Sekunden, da nach dem Offnen de. Abdeckung des 
Lichtkanals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

A « le ,i^r PPxl-Zellen im uniersuchten Belebtschlamm: 
Berechnung des relativen Anteils der Pl'xi z,eiien 



Korrekturfaktor 

Durchschnittlicher MeBwert der BP mil 3xEub-Cy5 



15 Relativer Anteil der PPx3 Zellen in Prozent - 

(MeBwert BP mh 3xEub-Cy5 - durchschnittl. MeBwert BP mit Monl5-Cy5) x 
Korrekturfaktor 



20 
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Patcntanspruche 

5 1 . Verfahren zum Nachweisen von Mikioorganismen in einer Probe mittels 
einer Nukleinsauresonde, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Fixieren der in der Probe enthahenen Mikroorganismen; 

1 0 b) Inkubieren der fixienen Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekiilen; 

c) Entfemen nicht hybridisierier Nukleinsauresondenmolekttle, 

1 5 d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekiile ohne Einsatz von 
Formamid, und 

e) Deleklieren der abgelosten Nukleinsauresondenmolekiile. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1 , worin die abgel6sten 

Nukleinsauresondenmolekiile in Schritt e) zusalzlich quantifiziert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die in Schritt d) verwendete 
Abloselosung ausgewahlt isi aus der Gruppe bestehend aus Wasser, 

25 gepuffenem Wasser, DMSO und SSC. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin es sich bei der Abloselosung um 0,001 - 
1,0 M Tris/HCl, pH 9,0 +/- 2,0 handell. 
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5. 



5 6. 



Verfahren nach Anspruch 3 oder 4. worin es sich bei der Abl6sel6sung um 
0,01 M TrismCl, pH 9,0 +/- 2,0 handelt. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei 
einer Temperatur von 50-1 00°C erfolgt. 



7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei 
einer Temperatur von unter 100°C erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei 
einer Temperatur von ungefahr 80°C durchgefiihrt wird. 



15 



9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die 
Nukleinsauresonde komplementar zu einer chromosomalen oder episomalen 
DNA, einer mRNA oder rRNA eines nachzuweisenden Mikroorganismus ist. 

1 0. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die 
Nukleinsauresonde kovalem mil einem detektierbaren Marker verbunden ist. 

20 

11. Verfahren nach Anspruch 10, worin der detektierbare Marker ausgewShlt ist 
aus der Gruppe der folgenden Marker: 

a) Fluoreszenzmarker, 

b) Chemolumineszenzmarker, 
25 c) radioaktiver Marker, 

d) enzymatisch aktive Gruppe, 

e) Hapten, 

f) durch Hybridisierung nachweisbare NukleinsSure. 
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12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin der 
Mikroorganismus ein einzelliger Mikroorganismus isi. 

5 13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin der 

Mikroorganismus eine Hefe, ein Bakterium, eine Alge oder ein Pilz ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei der Mikroorganismus der Gattung 
Salmonella angehort. 

10 

15. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die Probe eine 
Umweltprobe und aus Wasser, Boden oder Luft entnommen ist. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Probe eine 
15 Lebensmitielprobe ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Probe aus Milch oder 
Milchprodukten, Trinkwasser, Getranken, Backwaren oder Fleischwaren 
entnommen ist. 

20 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Probe eine 
medizinische Probe ist. 

1 9. Verfahren nach Anspruch 1 8, wobei die Probe aus Gewebe, Sekreten oder 
25 Stuhl gewonnen ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Probe aus Abwasser 
gewonnen ist. 
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2 1 . Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Probe aus Belebtschlamm, 
Faulschlamm oder anaerobem Schlamm gewonnen ist. 

5 22. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 14, wobei die Probe aus einem 
Biofilm gewonnen wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei der Biofilm aus einer industriellen 
Anlage gewonnen wird, bei der Abwasserreinigung gebildet wurde oder ein 

1 0 natiirlicher Biofilm ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die Probe einem 
pharmazeutischen oder kosmetischen Produkt entnommen ist. 

15 25 . Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, enthaltend 

a) mindestens einen Hybridisierungspuffer, 

b) mindestens eine NukleinsSuresonde, 

bl ) zum spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus, . 
20 b2) zum Durchfiihren einer Negativkontrolle. 

26. Kit nach Anspruch 25, enthaltend mindestens eine spezifische Sonde zum 
Nachweis von Bakterien der Gaining Salmonella. 



25 27. Kit nach Anspruch 26, enthaltend die Nukleinsauresonden 
Salm63: 5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 
und 

NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 
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Oder eine Nukleinsauresonde, die sich von Sa]m63 und/oder NonSalm durch 
eine Deletion und/oder Addition unterscheidet, wobei die Fahigkeit dieser 
Sonde, mit Salmonella-spezifischer Nukleinsaure zu hybridisieren, erhalien 
bleibt, Oder eine Nukleinsaure, die mit den zuvor genannten Nukleinsauren 
5 hybridisieren kann. 
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7 



Salm63-C]f3 
Ansatz mit 
Salmonellen 



non1S-Cy3 Salm63-Cy3 
Ansatz onne 
Salmonellen 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: VERMICON AG 

(B) STRASSE: Dachauer Str . 148 

(C) ORT: Munchen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 80992 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDXmG: Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen 
in einer Probe 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGER ANMELDUNG : 

ANMELDENUMMER: DE 199 36 875.9 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TCGACTGACT TCAGCTCC 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 



GCTAACTACT TCTGGAGC 



18 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 
ACCCTCCTCT CCCGGTCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
TGGCCCACCG GCTTCGGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART. DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GCTAACTACT TCTGGAGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GCTGCCTCCC GTAGGAGT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID N 
GCAGCCACCC GTAGGTGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

m SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO 
GCTGCCACCC GTAGGTGT 



